1.4.  Biotecnologie di ieri e di oggi

Le biotecnologie di ieri. Erano tecniche empiriche, basate sull'osservazione macroscopica dei fenomeni naturali (fermentazione delle bevande alcoliche, produzione di formaggi, concia delle pelli), e sfruttavano cellule naturalmente programmate in cui un'evoluzione controllata rinforzava le caratteristiche di interesse.

Le biotecnologie di oggi. Hanno superato il puro empirismo per passare a una fase che prevede di progettare modificazioni mirate del patrimonio genetico. L'uomo possiede ormai la tecnologia per modificare il DNA nel modo voluto (aggiungendosi alle mutazioni quale agente di modificazione della variabilità genetica), ed è capace di 'leggerlo' e di 'scriverlo'. Può infatti isolare i geni, ricostruirli a piacimento e reinserirli in cellule appartenenti a specie diverse al cui interno essi si moltiplicano e si esprimono producendo le proteine per le quali codificano. Questa tecnica, nota come ingegneria genetica, amplifica eventi che accadono anche in natura, essa:

- supera la genetica tradizionale, che si occupa dei processi di trasmissione e "d'espressione dei geni all'interno di una specie, vale a dire tra organismi tra loro geneticamente compatibili (trasmissione orizzontale) ;

- favorisce una serie di processi assai precisi e riproducibili che consentono di produrre organismi con struttura genetica modificata al di fuori dei normali processi riproduttivi ovvero varianti genetiche che non sono presenti in natura (trasmissione verticale).

L'avvento della tecnologia del DNA ricombinante. Ha permesso di sfruttare a fondo la cellula, facendole produrre ciò che si vuole, o meglio ciò di cui si ha bisogno. Ma come è avvenuto questo grande salto di qualità, che rappresenta una vera e propria rivoluzione in campo biotecnologico? Se si guarda al cammino della biologia fin qui tratteggiato si comprende che il cammino è stato .lungo, laborioso e strettamente connesso allo sviluppo delle tecnologie che hanno spinto la 'capacità di osservare' dell'uomo dal livello macroscopico (studi di anatomia, classificazione di piante e animali) a livelli di scala inferiori (osservazione al microscopio ottico ed elettronico delle cellule e dei suoi componenti), giungendo oggi a descrivere i fenomeni biologici su scala molecolare  (struttura del DNA). La transgenesi (spostamento di geni da una specie a un'altra) operata dall'uomo ha per ora un piccolo ruolo nell'economia globale dei viventi, poiché sono pochissimi al momento i geni spostati ed espressi, ma il futuro è a suo favore.

2.   La cellula, una potente  fabbrica

Le tecniche del DNA ricombinante hanno consentito un salto qualitativo. Non ci si limita più a sfruttare la naturale variabilità genetica o quella indotta 'a caso' da agenti mutageni, ma è possibile indirizzare la produzione della cellula-fabbrica attraverso modificazioni 'mirate' del patrimonio genetico.

La cellula fabbrica sostanze complesse partendo da materiali rinnovabili e consumando apparentemente poca energia. Questa sua capacità ha destato l'interesse di chi aspirava a rivoluzionare l'industria o a razionalizzare le pratiche agricole. L'entusiasmo suscitato dalla tecnologia del DNA ricombinante è derivato in gran parte dalle sue potenzialità nell'affrontare problemi pratici come la produzione, in cellule batteriche o eucarioti, di grandi quantità di molecole che scarseggiano in natura ma che sono importanti per la cura di malattie dell'uomo (fig. 9.5): ormoni, enzimi, vaccini, sostanze che regolano la crescita cellulare (fattori di crescita), sostanze antivirali (interferone).

Proteine terapeutiche isolate dal sangue,  dalle urine e da tessuti animali o umani.

Vengono utilizzate da molto tempo per trattare  carenze congenite o acquisite, tuttavia esistono  ancora diversi problemi da risolvere.

In genere non si dispone di abbastanza tessuto umano per estrarle. Molte proteine, infatti, sono presenti nelle cellule eucarioti in quantità assai piccole (come nel caso dell'insulina che, nei diabetici, è prodotta dal pancreas in quantità insufficiente, determinando un metabolismo anormale degli zuccheri). Una concreta possibilità di estrazione si ha per quelle presenti nel sangue, che si può facilmente ottenere da donatori. Per quelle che si ritrovano nei tessuti si ha solo la possibilità, assai difficilmente attuabile, di ottenerle da cadaveri. Si è quindi fatto uso di proteine animali (l'insulina estratta dal pancreas del maiale). Queste però differiscono da quelle umane, per cui di solito sono meno efficaci e possono scatenare reazioni immunitarie come le allergie (sono cioè specie-specifiche). Con le tecniche biochimiche classiche si riesce raramente a modificarle per dare loro la conformazione umana (si è appunto riusciti a farlo solo per l'insulina suina).

Le proteine di provenienza animale o umana possono trasmettere agenti patogeni ai riceventi. Alcuni bambini, affetti da nanismo e  trattati con l'ormone della crescita estratto dall'ipofisi dei cadaveri, hanno contratto la malattia di Creutzfeldt-Jakob, una degenerazione mortale del cervello, l’equivalente umano del morbo della “mucca pazza”. Numerosi emofiliaci sono stati contaminati dall'AIDS e dall'epatite attraverso i prodotti derivati dal sangue, prelevati da individui infetti.

Risulta quindi estremamente importante poter disporre di tecniche produttive alternative, che garantiscano maggiore disponibilità e sicurezza.

Proteine terapeutiche ottenute con le tecniche dell'ingegneria genetica. Con l'aiuto dei batteri o di cellule superiori coltivate in fermentatori, si possono ottenere proteine umane pure. Le fermentazioni e le successive operazioni di estrazione e purificazione avvengono su scala molto grande (come nel caso già ricordato della penicillina) e permettono quindi di ottenere le quantità desiderate.

Le proteine prodotte riducono al minimo il rischio di scatenare reazioni immunitarie, anche per trattamenti di lunga durata, poiché la loro struttura è identica a quella delle molecole naturali. Esse, inoltre, eliminano qualsiasi rischio di contaminazione da parte di agenti patogeni,  dato  che  le  condizioni  di  coltura sono rigorosamente controllate e ovviamente non contaminate da patogeni virali umani.
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 3. Che cosa rende possibile l'ingegneria genetica

 Ciò che rende possibili le metodologie sperimentali volte all'isolamento, alla caratterizzazione e alla manipolazione dei geni, proprie dell'ingegneria genetica, è la profonda unitarietà molecolare dei viventi.

Vediamo ora quali sono i principali passi da compiere per indurre i meccanismi biochimici dei microrganismi a lavorare per l'uomo, al fine di produrre proteine in quantità sufficienti per un loro impiego. Il presupposto essenziale di questo tipo di lavoro è la profonda unitarietà dell'organizzazione molecolare di tutti i viventi: tranne rare eccezioni, essi usano, infatti, lo stesso codice genetico. Per questo un microrganismo è in grado di leggere e tradurre non solo il proprio DNA, ma anche quello di qualsiasi altra specie, uomo compreso, che venga inserito al suo interno. Lo sviluppo dell'ingegneria genetica si è pertanto basato sulla:

- complementarietà delle basi;

- disponibilità di forbici e colla molecolari capaci di tagliare e riattaccare il DNA in organismi diversi;

- messa a punto di tecniche capaci di amplificare enormemente la quantità di DNA a disposizione.

Alcuni problemi, tuttavia risolti, si sono presentati a causa delle differenze esistenti tra procarioti ed eucarioti. I procarioti: 1) non riconoscono i segnali di trascrizione usati dagli eucarioti; 2) non sanno eliminare gli introni dal trascritto primario; 3) non sanno rifinire le molecole con l'aggiunta di zuccheri o con l'eliminazione di alcune parti della molecola, accorgimenti necessari affinché la proteina assuma la sua forma tridimensionale e risulti funzionante. Nel caso che queste modifiche siano necessario, si utilizzano microrganismi eucarioti o cellule di mammifero in coltura.

3.1.  Gli enzimi di restrizione

Le forbici e la colla molecolari furono imprevedibilmente forniti proprio dai batter! sotto forma di due tipi di enzimi, gli uni capaci di tagliare il DNA in punti specifici, gli altri capaci di incollare i pezzi di DNA tagliati. Studi condotti sull'infezione di Escherichia coli da parte del fago lambda avevano evidenziato che alcuni ceppi di quel batterio riuscivano a prevenire l'infezione da parte del fago distruggendone il DNA e salvaguardando nel contempo il proprio, tramite metilazione (attacco di gruppi —CH3. L'enzima usato dai batteri agiva tagliando il DNA del fago in punti specifici e venne detto enzima di restrizione (o nucleasi) poiché, di fatto, impedendo ai fagi di svilupparsi, attuava una 'restrizione',  ovvero una limitazione  del suo potenziale infettivo. Oggi si conoscono circa 300 enzimi di restrizione diversi, che tagliano il DNA in corrispondenza di sequenze nucleotidiche specifiche costituite da 4-6 nucleotidi.
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Fig. 9.6 Come un batterio si difende dall'infezione di un fago:
I'enzima di Escherichia coli riconosce e taglia la sequenza
GAATTC del DNA di un fago lambda impedendone lo sviluppo.



Gli enzimi di restrizione, che per i batteri rappresentano una forma di difesa contro le infezioni virali, si sono rivelati per il biologo molecolare uno strumento essenziale e assai preciso di lavoro, delle vere e proprie forbici specializzate che gli consentono di tagliare qualsiasi genoma in tanti frammenti di restrizione (sempre gli stessi per un determinato genoma). Poiché ognuno di noi ha una sua particolare disposizione di basi nel DNA, il numero e la lunghezza dei frammenti che si ottengono, usando uno stesso enzima di restrizione, cambiano da individuo a individuo, fenomeno indicato come polimorfismo della lunghezza dei frammenti di restrizione o RFLP. Il termine 'polimorfismo' fa riferimento a variazioni non patogene, a differenza del termine 'mutazione' che fa riferimento a cambiamenti spesso patogeni.

I frammenti di restrizione possono venire trasferiti su una piastra di gel e sottoposti a un campo elettrico generato da due elettrodi.

Poiché gli acidi nucleici sono carichi negativamente, i frammenti migrano lungo il gel (elettroforesi) dirigendosi verso l'elettrodo positivo (anodo). La loro collocazione finale dipende dalla lunghezza (fig. 9.7c): più sono lunghi (misura espressa come numero di coppie di  basi) più sono lenti nel prendere posizione, dato  che le maglie del gel rallentano le molecole più grandi e il rapporto carica/peso molecolare favorisce la migrazione delle molecole più piccole.

Sottoposti a colorazione, si presentano come  una serie di bande, ognuna corrispondente a  un frammento di dimensione specifica. Dal DNA di un individuo si ottiene così una sorta di “codice a barre” che è proprio dell’individuo stesso e differisce da quello di altre persone (tranne nel caso di 2 gemelli identici). L’utilizzo degli RFLP  può avvenire anche in campo legale per stabilire con certezza la paternità o per individuare un colpevole avendo a disposizione del materiale organico ritrovato sulla scena del delitto e l’RFLP di alcuni sospetti.
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Se si  taglia lo stesso genoma con enzimi di restrizione diversi si ottengono altrettante famiglie di RFLP che possono essere usate, sovrapponendosi in molti punti, per costruire una mappa fisica dei geni. In questo modo è stato possibile stabilire la sequenza del DNA di piccoli genomi, come quelli di molti virus. Il sistema si fa più complesso per genomi più grandi. Uno stesso enzima di restrizione, come per esempio EcoR1 che taglia il genoma virale in sei frammenti, produrrebbe in quello umano 1.000.000 di frammenti:  troppi  per  essere  separati  per  elettroforesi, troppo pochi, singolarmente presi, per poter avviare una analisi chimica, ma utilizzabili per la costruzione del DNA ricombinante, come è stato fatto per la prima volta nel 1973. (nella figura a destra A = vittima, B = DNA dell’assassino, C e D = DNA dei sospetti)'

3.2.  Il DNA ricombinante, combinazione inedita di geni provenienti da specie diverse

Per costruire una molecola di DNA ricombinante  si deve disporre del gene (per esempio quello umano per l'insulina) e [image: image6.jpg]plasmide  cromosoma

DNA umano

<
E:

ESTRAZIONE
DEL PLASMIDE
DAL BATTERIO

| ’ E = enzima

:‘\ Kt 3@ «E

i *

N wmne * gli enz_imi (E)
| =% isolato 7+ tagliano
‘ s R il plasmide

' £
gli enzimi () tagliano 4'/

| il DNA isolando il gene INSERIMENTO  altri enzimi

che codifica per saldano tra loro
la sostanza U il plasmide tagliato

e il gene isolato

 COSTRUZIONE

reinserimento del plasmide

all’interno del batterio batterio ficombinato

in grado di fabbricare
la sostanza U




della navetta per trasportarlo (il vettore, in genere un plasmide prelevato da un batterio). Si taglia il DNA che contiene il gene che interessa e il plasmide, con lo stesso enzima di restrizione (le forbici), in modo da ottenere in entrambi  i casi dei monconi complementari sfalsati, vale a dire con un'estremità a filamento singolo sporgente rispetto alla doppia elica. Grazie alla complementarietà dei monconi, perciò detti appiccicosi (o anche estremità adesive, in inglese “sticky ends”), il DNA umano s'inserisce nel punto in cui l'anello del plasmide si è aperto; il legame è poi reso stabile dalla DNA-ligasi (la colla). Si ottiene così una molecola di DNA ricombinante. Il DNA ricombinante è un DNA artificiale,  costruito  all'esterno  delle  cellule viventi unendo tra loro due o più pezzi di DNA provenienti da fonti diverse in modo da ottenere una combinazione inedita di geni, non esistente in natura (OGM = Organismo Geneicamente Modificato. È una specie di 'gene firmato'  che  soddisfa  specifici  requisiti  scientifici, medici e industriali.

Utilizzi degli RFLP
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